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NOUVELLE PROTEINE DE FIXATION DU PHOSPHATE, COMPOSITIONS 
PHARMACEUTIQUES LA CONTENANT ET SES UTILISATIONS 

La presente invention a pour objet une nouvelle proteine, issue du serum humain, 
de fixation du phosphate, des compositions pharmaceutiques la contenant ainsi que ses 
utilisations, notamment dans le cadre du traitement de Thyperphosphatemie et des 
maladies cardiovasculaires ou de Tarthrite. 

Le phosphate est une molecule trfcs importante impliquee dans de nombreux 
mecanismes biologiques. On retrouve notamment le phosphate dans les phospholipides, 
dans le mecanisme de production d'energie (ATP, ADP), dans les processus de 
signalisation cellulaire, dans la composition du materiel gen£tique dans les os (sous 
forme de phosphate de calcium). 

L'hyperphosphatemie est une pathologie liee a un exces de phosphate dans 
Torganisme et provoque notamment une augmentation des risques de maladies 
cardiovasculaires, en favorisant les processus d'atherosclerose et de calcification des 
arteres (Dorozhkin et Epple, 2002 ; Amann et al., 2003 ; Blazheevich et al., 1975). La 
calcification s'effectuant au niveau des articulations, l'hyperphosphatemie peut aussi 
provoquer de rarthrite (pseudo-goutte). 

Les sels de phosphate de calcium produits dans le serum lors d'une 
hyperphosphatemie precipitent dans les tissus mous avec calcification ectopique dans 
differents tissus : vaisseaux (accidents vasculaires cerebraux ou cardiaques), 
articulations (pseudo-goutte), cristallin, interstitium r6nal (nephrocalcinose), sous- 
cutan^es (prurit), pulmonaires, pancreatiques. 

Ainsi, la moitie des d6ces chez les personnes souffrant d'insuffisance r6nale est 
due k des maladies cardiovasculaires liees a Thyperphosphatemie. A cet egard, certains 
chelateurs du phosphate qui complexent le phosphate dans la lumiere intestinale sont 
actuellement utilises comme medicament. Cependant, tous ces chelateurs ne sont pas 
physiologiques. De la decoulent certaines complications ou restrictions quant a leur 
usage. 

Les preparations contenant du magnesium sont limitees par la survenue de 
troubles digestifs (diarrhee) et sont a proscrire en raison du risque dTiypermagnesemie. 
De meme, la prescription dliydroxyde d'aluminium, longtemps utilise du fait de son 
efficacite, doit etre evitee, ou du moins limitee a de tres faibles periodes, en raison du 
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risque d'intoxication aluminique (anemie hypochrome microcytaire, osteomalacic, 
myopathic, demence). 

La prescription de sels de calcium est le meilleur moyen pour corriger a la fois 
Thypocalc&nie et l'hyperphosphoremie, permettant d f une part d'augmenter la quantite de 
calcium absorbee par l'intestin grele malgre le deficit en calcitriol, et d'autre part de 
complexer le phosphore dans la lumiere intestinale sous forme de phosphate de calcium 
qui sera tlimint dans les selles. Cependant, Tinconvenient majeur des ch61ateurs 
contenant du calcium est d'induire une hypercalcemie, qui, dans certaines series, a pu 
etre notee chez 20% des malades. Ce risque a conduit k mettre au point d'autres produits 
capables de limiter l'hyperphosphoremie. 

Le medicament actuellement le plus utilise est le Renagel® (Ramsdell ; 1999). II 
s'agit d'un polym^re cationique, non absorbable capable de chelater le phosphate. 

La presente invention a pour but de foumir un nouveau chelateur proteique 
physiologique se liant au phosphate, ne necessitant pas l'emploi d'autres ions qui 
peuvent entralner des complications et offrant de plus larges perspectives d'utilisation 
que les chelateurs actuels. 

La presente invention concerne une prot&ne caracterisee en ce qu'elle comprend 
ou est constitute par : 

- la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que 
ladite sequence d6riv6e se lie au phosphate, 

- ou toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 1, ayant de 
preference une homologie d'au moins environ 80% avec la sequence SEQ ID NO : 1, 
sous reserve que ladite sequence homologue se lie au phosphate, 

- ou tout fragment d'une des sequences definies ci-dessus, sous reserve que ledit 
fragment se lie au phosphate, notamment tout fragment etant constitue d'au moins 
environ 20 acides amines contigus dans la sequence SEQ ID NO : 1. 

La presente invention concerne une prot&ne telle que dtfinie ci-dessus, 
caracterisee en ce qu'elle comprend ou est constitute par : 

- la sequence SEQ ID NO : 2 ou la sequence SEQ ID NO : 3, 

- ou toute sequence derivee de la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, 
notamment par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, 
sous reserve que ladite sequence derivee se lie au phosphate, 
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- ou toute s6quence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ED 
NO : 3, ayant de preference une homologie d'au moins environ 80% avec la sequence 
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, sous reserve que ladite sequence homologue se lie 
au phosphate, 

- ou tout fragment d'une des sequences dSfinies ci-dessus, sous reserve que ledit 
fragment se lie au phosphate, notamment tout fragment etant constitue d'au moins 
environ 20 acides amines contigus dans la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. 

La sequence SEQ ID NO : 2 correspond a la proteine humaine de fixation du 
phosphate. Cette nouvelle prot&ne a et6 isolee dans le plasma humain et sa structure 
tridimensionnelle montre qu'elle appartient k la classe des "phosphate binding protein" 
(proteines de fixation du phosphate : PBP). Elle est egalement appel6e par la suite 
HPBP (proteine humaine de fixation du phosphate). 

La sequence SEQ ID NO : 3 correspond & une proline homologue de la prot&ne 
de sequence SEQ ID NO : 2, presentant un pourcentage d'identite d'environ 90% avec 
la sequence SEQ ID NO : 2, et ayant les memes proprietes de fixation du phosphate que 
la sequence SEQ ID NO : 2. 

La propriety de fixation du phosphate des sequences de V invention peut etre 
verifiee par le test suivant de fixation du phosphate par marquage radioactif : 

La proteine est fix6e sur une membrane de nitrocellulose (dot blot par aspiration). 
On laisse incuber la membrane dans un tampon radioactif ( 32 P (10 mCi/ml, Amersham - 
Biosciences) 2M ; Tris 50 mM ; pH 8,0) 

La membrane est rapidement rinc6e 2x1 min dans un tampon Tris 50 mM, pH 
8,0. En exposant un film photographique avec la membrane (environ 45 min) on peut 
detecter les zones qui fixent le phosphate radioactif (voir Figure 3 ci-apres). 

La presente invention concerne Egalement une sequence nucl6otidique codant 
pour une proteine telle que definie ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement un vecteur recombinant, notamment 
plasmide, cosmide, phage ou ADN de virus, contenant une sequence nucleotidique telle 
que definie ci-dessus. 

Selon un mode de realisation avantageux, la prdsente invention concerne un 
vecteur recombinant tel que defmi ci-dessus, contenant les elements necessaires a 
l'expression dans une cellule hote des polypeptides codes par la sequence nucteotidique 
telle que definie ci-dessus, inseree dans ledit vecteur. 
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La prSsente invention concerne 6galement une cellule hdte, choisie notamment 
parmi les bacteries, les virus, les levures, les champignons, les plantes ou les cellules de 
mammiferes, ladite cellule hote etant transformee, notamment a Paide d'un vecteur 
recombinant tel que d6fini ci-dessus. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant a titre de substance active une proteine telle que dSfinie ci-dessus, 
notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

La presente invention concerne 6galement une composition pharmaceutique telle 
que d6finie ci-dessus, dans laquelle la proteine de P invention, notamment 
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, est en association avec un variant de la proteine 
paraoxonase, ayant une activite d'hydrolyse du paraoxon. 

Parmi les variants de la paraoxonase, on peut citer les variants PON1, PON2, 
PON3, d'origine humaine ou non, tels que SEQ ID NO : 4 (PON1 humaine ; Hassett et 
al., 1991), SEQ ID NO : 5 (PON2 humaine ; Primo-Parmo et al., 1996), SEQ ID NO : 6 
(PON3 humaine ; Reddy et al., 2001), SEQ ID NO : 7 (PON1 de lapin ; Hassett et al., 
1991), SEQ ID NO : 8 (PON1 de rat ; Rodrigo et al., 1997), SEQ ID NO : 9 (PON1 de 
souris ; Sorenson et al., 1995), SEQ ID NO : 10 (PON2 de souris ; Primo-Parmo et al., 
1996) et SEQ ID NO : 1 1 (PON3 de souris ; Primo-Parmo et aL, 1996). 

La presente invention concerne egalement Putilisation d'une proteine telle que 
definie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, pour la preparation 
d'un medicament destin6 a la prevention ou au traitement de maladies liees a une 
hyperphosphatSmie, telles que les maladies cardiovasculaires et Parthrite (pseudo- 
goutte). 

Le terme "hyperphosphatemie" designe un exces de phosphate dans Porganisme. 
Plus exactement, Phyperphosphat6mie est d6finie par une augmentation de la 
concentration plasmatique de phosphate au dessus de 1,44 mmol/1 (45 mg/1), ladite 
quantite etant obtenue par dosage du phosphate total (le dosage par methode 
colorim6trique est effectu6 apres un proced6 de mineralisation). 

Selon un mode de realisation avantageux, la proteine de Pinvention pourra etre 
administree sous forme intraveineuse pour pouvoir fixer une quantite maximale de 
phosphate pendant une longue periode, de Pordre de la semaine. En eliminant 
ulterieurement la proteine, une grande quantite de phosphate sera ainsi 61imin6e 
rapidement. Ceci permet d'espacer et diminuer les temps de dialyse. 
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La presente invention concerne plus particuli&rement l'utilisation d'une proteine 
telle que definie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, dans le cadre 
de la prevention ou du traitement des maladies cardiovasculaires. 

La pr6sente invention concerne egalement Putilisation d'une proteine selon 
V invention, notamment de la proline representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, en association avec une proteine telle qu'un variant de la proteine 
paraoxonase, dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des intoxications 
provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques, tels que le soman, le VX, 
le tabun ou le sarin, ou dans le cadre du traitement de TathSroscterose. 

La presente invention concerne egalement un produit de combinaison comprenant 
au moins une proteine telle que d6finie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ 
ID NO : 3, et au moins un variant de la proteine paraoxonase, pour une utilisation 
simultan6e, s6par6e ou etalde dans le temps destine a la prophylaxie ou au traitement 
des intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques, tels que 
le soman, le VX, le tabun ou le sarin. 

L'utilisation combin6e de la proteine de l'invention, notamment SEQ ID NO : 2, 
avec un variant de la proline paraoxonase, permet d'accroitre la stabilite de la 
paraoxonase, notamment dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des 
intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques. 

La presente invention concerne egalement une m6thode de dosage de la proteine 
telle que definie ci-dessus, caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 

- des anticorps monoclonaux de lapin dirige contre differents epitopes de la 
proteine de l'invention (anti-HPB) sont fix£s sur une plaque et le serum humain a 
analyser contenant ladite proteine (HPB) est depose sur la plaque susmentionnee, 

- la plaque est rinc6e et lavee, 

- on depose sur la plaque des anticorps anti-anticorps de lapin (anti-IGrabbit- 
per) marques avec de la peroxydase durant 30 minutes, afin de former un complexe 
ternaire entre un anticorps monoclonal de lapin, la proteine selon Finvention et un 
anticorps anti-anticorps de lapin susmentionnes (anti-HPB - HPB - anti-IGrabbit-per), 

- la plaque est rincee et lavte, 

- on fait reagir la peroxydase fixee sur la plaque avec son substrat (kit disponible 
en commerce, Chemiluminescent Peroxidase Substrate (Sigma)) et la reaction est 
arretee au bout de 30 minutes avec la 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB, Sigma), 
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- la density optique du produit form6 a retape prec6dente est mesuree a 450 nm 
a Taide d'un spectrophotometre, et la comparaison de cette mesure avec une courbe 
etalon peimet de determiner la concentration de la proteine selon T invention (HPB) 
presente dans le serum. 

Ainsi, la methode de dosage susmentionnee utilise une methode par 
immunodosage du type ELISA (Engvall et al., 1971). 

D'autres mdthodes peuvent etre utilisees pour doser la concentration de la 
proteine de Tinvention dans le plasma telles que : 

- les methodes 61ectrophoretiques, ou 

- la quantification de son activity. 

La presente invention concerne 6galement l'application de la methode de dosage 
telle que definie ci-dessus 

au diagnostic in vitro de maladies liees a une hyperphosphatemie notamment 
lorsque la quantite de proteine telle que definie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, dosee selon la methode telle que definie ci-dessus, est inferieure k la 
quantite de cette proteine normalement presente dans le sang d'un individu sain, ou 

au diagnostic in vitro de maladies liees k une hypophosphat&nie notamment 
lorsque la quantite de proteine telle que definie ci-dessus, notamment SEQ ID NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, dosee selon la methode telle que d6finie ci-dessus, est superieure a la 
quantite de cette proteine normalement presente dans le sang d'un individu sain, ou 

au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu k de telles pathologies. 

Le taux de la proteine selon Finvention est un indicateur de predisposition a un * 
risque de maladie cardiovasculaire. Ainsi, les personnes ayant un taux faible de ladite 
proteine auront un taux plus important de phosphate libre qui pr£cipitera avec le 
calcium du plasma pour former des plaques de phosphate de calcium, ce qui est un 
facteur aggravant notamment les risques de maladies cardiovasculaires ou d'arthrite. 

Un taux anormal de cette proteine est aussi le signe d'une pathologie existante. Par 
exemple une hyperphosphatemie peut declencher une production accrue de proteine 
dans le but de limiter le taux de phosphate. Un taux faible peut etre lui aussi revelateur 
d'un dysfonctionnement. 

La presente invention concerne egalement Tapplication telle que definie ci-dessus 
au diagnostic in vitro de maladies liees a une hyperphosphatemie telles que les maladies 
cardiovasculaires, notamment les maladies cardiovasculaires liees a la formation de 
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plaques d'atheromes, ou au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu au 
d6veloppement d'une des maladies susmentionnSes. 

La presente invention conceme egalement l'application telle que definie ci-dessus 
au diagnostic in vitro de maladies liees a une hypophosphatemie, ou au diagnostic in 
vitro d'une predisposition d'un individu au d6veloppement de ces maladies. 

Parmi les signes cliniques ou physiologiques caract6risant les maladies liees a une 
hypophosphatemie, on peut citer : 

- une d^mineralisation des os, 

- les manifestations musculaires de Thypophosphatemie qui comportent une 
myopathic proximale affectant le muscle squelettique et une dysphagie et un ileus 
affectant les muscles lisses, 

- des carences cardiopulmonaires par le manque d'ATP, et 

- une encSphalopathie m6tabolique. 
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LEGENDES PES FIGURES 

La Figure 1 represente un gel SDS-PAGE des fractions finales dans le cadre de la 
purification de la paraoxonase humaine et de la proteine de Tinvention SEQ ID NO : 2. 

La colonne A correspond au marqueur de poids moleculaire et les colonnes B, C 
et D k trois purifications differentes issues de differentes poches de plasma humain. 
Elles contiennent toutes les trois la paraoxonase humaine et la proteine de fixation du 
phosphate. 

La Figure 2 represente la structure schdmatique de la proteine de Finvention 
SEQ ID NO : 2 a Iaquelle est fix£e une molecule de phosphate. 

La Figure 3 correspond a un test de fixation du phosphate par la proteine de 
Tinvention SEQ ID NO : 2. 

Les colonnes A a F correspondent k diffSrents lots de purification de la proteine 
de Tinvention provenant de differentes poches de plasma humain ; la colonne G au 
lysozyme 1 mg/ml et la colonne H k la P-lacto globuline. 

La Figure 4 represente un gel bidimensionnel d'eiectrophorese du melange de la 
proteine de Tinvention SEQ ID NO : 2 et de la paraoxonase. 

La Figure 5 represente les coordonn£es mol6culaires de la proteine cristallis6e de 
Tinvention SEQ ID NO : 2. 
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PARTIE EXPERIMENT ALE 

Isolation de la proteine 

La prot6ine SEQ ID NO : 2 est obtenue k partir du plasma humain selon le 
precede de Gan et al (1991) suivant : 

La proteine SEQ ID NO : 2 est purifiee k partir de poches de plasma congele 
(-200 ml) fournies par TEtablissement de Transfusion Sanguine de Lyon-Beynost. Le 
caillot de fibrine, forme par Tajout de 1 M (1% v/v) de CaCl 2 au plasma est s6pare du 
s6rum par filtration. Le s6rum est alors melange a 400 ml de Gel d'affinite (Cibacron 
3GA-Agarose, C-1535, Sigma) 6quilibr6 avec un tampon A (Tris/HCl 50 mM, CaCl 2 
ImM, NaCl 4M, pH 8). Dans ces conditions, principalement les HDL ("high density 
lipoprotein" : lipoproteins de haute density sont adsorbSes. Apres 6 a 8 heures 
d'incubation, les prot6ines non adsorbees sur le gel sont eliminees par filtration sur frittS 
de porosite n°2. Ce lavage s'efFectue jusqu'a ce que Ton ne detecte plus de proteine 
dans l'tluat (absorption UV k 280 nm). Le gel est ensuite 6quilibre avec un tampon B 
(Tris/HCl 50 mM, CaCl 2 ImM, pH 8) puis place en colonne XK 50/30 (Pharmacia). 
L'61ution est realisee en rajoutant lg/1 de deoxycholate de sodium et 0,1% de triton X- 
100 au tampon B. Les fractions montrant une activite arylesterase sont inject ees sur 50 
ml d'un gel echangeur d'anions (DEAE Sepharose Fast Flow, Pharmacia) dispose en 
colonne XK 26/70 (Pharmacia) et 6quilibr6 avec le tampon B et 0,05% de triton X-100. 
L'elution se fait par gradient de NaCl. Un premier palier est realise a 87,5 mM de NaCl 
afin d'eliminer l'apo A-I, une proteine H6e a la paraoxonase, et la majorite des proteines 
contaminantes. La paraoxonase humaine (PON1) est environ eluee a la concentration de 
140 mM de NaCl. Toutes les fractions conservees montrent une activite paraoxonase et 
arylesterase, ces activites 6tant v6rifi6es selon les tests mentionnes plus loin. Les 
fractions eluees ne sont pas regroupees. Les gels SDS-PAGE des fractions obtenues 
montrent des bandes comprises entre 38 kDa et 45 kDa (voir Figure 1). Chaque 
purification n'apporte pas toujours la meme distribution de masse apparente. Cette 
legere heterogeneity peut s'expliquer par la presence de 2 chaines glycosylees sur la 
PON1. 

En plus de la PON1 dans ces lots une autre proline a 6te isolee par cristallisation, 
en substituant le triton par le C12-maltqside et en utilisant le sulfate d'ammonium 
comme agent precipitant. Les cristaux obtenus sont ceux d'une proteine inconnue 
caracterisee par radiocristallographie et correspondant a la sequence SEQ ID NO : 2 de 
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l'invention. La cristallisation est actuellement le seul precede existant pour purifier cette 
proteine. 

L'activit6 paraoxonase est mesur6e dans un tampon Glycine 50 mM/NaOH, CaCl 2 
1 mM, en presence de 1 M NaCl, pH 10,5 et est dSterminee au moyen d'un 
spectrophotomfctre a double faisceau (Shimadzu UV 160A) thermostate a 25°C. La 
vitesse d'hydrolyse est d&erminee d'apres la variation d'absorbance a 412 nm, 
correspondant a la formation de p-nitrophenol libere par l'hydrolyse de paraoxon, en 
fonction du temps, e = 18290 M 'cm" 1 (Smolen, 1991). 

L'activit6 arylest6rase est mesurSe dans un tampon tris 50mM/HCl, CaCl 2 ImM, 
pH 8 et est determinee au moyen d'un spectrophotomfctre a double faisceau (Shimadzu 
UV 160A) thermostate a 25°C. La vitesse d'hydrolyse est determine d'apres la 
variation d'absorbance a 270 nm, correspondant a la formation de phenol libera par 
l'hydrolyse de ph6nyl acetate, en fonction du temps, e = 1310 M^cm' 1 (Smolen, 1991). 

Structure 

La structure de la proteine cristallis6e SEQ ID NO : 2 a ete obtenue par 
cristallographie des rayons X. La structure a 1,9 A de resolution a ete obtenue par la 
m&hode SIRAS (Single Isomorphous Replacement and Anomalous Scattering)(Figure 
2). 

Les donnSes de diffraction des rayons X ont ete collectees sur la ligne BM30 de 
PESRF (Grenoble). 

Un derive de sel d'atome lourd a ete obtenu en trempant un cristal dans une 
solution contenant des sels d'uranium. 

Les images ont ete integrees, mises a Techelle et combinees avec les programmes 
XDS2000 (Kabsch, 1993) et la suite CCP4 (COLLABORATIVE COMPUTATIONAL 
PROJECT, NUMBER 4. 1994. "The CCP4 Suite: Programs for Protein 
Crystallography". Acta Cryst. D50, 760-763). 

Les programmes CNS (BRUNGER, 1998) et SnB (Weeks, 1999) ont ete utilises 
pour localiser les atomes d'uranium. Le programme SHARP (Copyright © 2001-2002 
the Buster Development Group) a ete utilise pour obtenir les phases par la technique 
SIRAS. 

372 acides amines ont 6te construits automatiquement dans la carte de densite 
electronique par le programme ARP/wARP (Perrakis, 1997). Ce premier modele a 
ensuite ete afifine par le programme CNS. 
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En raison de la tres bonne qualite des cartes de densite electronique, la sequence 
primaire de la proline a pu etre assignee avec 80% de fiabilite. Une molecule de 
phosphate a aussi pu etre localis6e. 

La structure obtenue ne correspond pas du tout a la paraoxonase humaine. Le 
sequen?age obtenu en identifiant les acides amines a partir de la density Electronique 
indique que ni cette proteine humaine ni son gene n'ont ete decrits auparavant. II s*agit 
done d'une nouvelle proteine. 

La structure de la proteine de Tinvention montre une trfes forte homologie avec la 
prot&ne de fixation du phosphate ("phosphate binding") ^Escherichia coli. Cette 
proteine chez cette bacterie sert k transporter le phosphate a travers le periplasms On la 
retrouve chez beaucoup de procaryotes mais chez aucun eucaryote. 

La density electronique a aussi montre qu'une molecule de phosphate 6tait fixee a 
la nouvelle proteine de 1' invention, de la meme fa?on que dans celle d 'Escherichia coli. 

Ainsi, on peut conclure que la proline de Tinvention caracteris6e a partir du 
plasma humain prSsente une tr6s forte homologie avec la proteine bacterienne et qu'elle 
est capable de fixer le phosphate et de le transporter. 



S&mencage 
Digestion dans le gel 

Le melange paraoxonase-HPBP a 6te separ6 par gel electrophoretique avec SDS- 
PAGE (sans chauffage). Plusieurs bandes correspondant k HPBP aux alentour de 70 
kDa ont 6t6 decouples. 

La digestion de la proteine contenue dans ces bandes a ete effectuee grace au 
systeme automatique de digestion, MassPrep Sation (Waters Manchester, G.B.). Les 
bandes de gel ont 6te lavees deux fois avec 50 jxl d ! une solution a 25 mM de carbonate 
d'ammonium hydrogene (NH4HCO3) et 50 jxl d'acetonitriie. Les cysteines ont ete 
reduites avec 50 jjil d'une solution a lOmM de dithiothreitol a 57°C et acyle avec 50 
de iodocacetamide a 55 mM. Aprds d£shydratation avec Pacetonitrile, la proteine a ete 
digeree enzymatiquement avec 10 jxl de trypsine porcine modifiee a 12,5 ng/nl 
(Promega, Madisson, WI, U.S. A) ou bien avec lys-C de Lysobacter enzymogenes 
(Roche Applied Science, Penzberg, Germany) dans 25 mM de NH4HCO3. La digestion 
s'est op6ree une nuit complete a temperature ambiante. Les peptides clives ont ete 
extraits avec une solution a 60% d'acetonitrile et 5% decide formique. 
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Analyse par spectrometrie de masse 

MALDI-MS et MALDI-MS/MS 

Les mesures de masse par MALDI-TOF on et6 effectuees sur un Ultraflex™ 
TOF/TOF (Bruker, Daltonik GmbH, Br6me, Allemagne). Cet instrument a ete utilise 
avec un potentiel d'acceleration maximum de 25 KV dans le mode reflectron. 
L'echantillon a et6 prepare avec la preparation standard de la goutte ass6ch6e sur la 
cible en acier inoxydable en utilisant comme matrice l'acide a-cyano-4- 
hydroxycinnamique. 

La calibration externe du spectre MALDI-MS a ete effectuee en utilisant 
seulement les pics des charges mono isotopiques d'une solution connue de peptides 
(bradykinine 1-7 (m/z=757,400), angiotensin humaine H (m/z=1046,542), angiotensine 
humaine I (m/z=l 296,685), substance P (m/z=l 347,735), bombesine (m/z=1619,822), 
renine (m/z=l 758,933), ACTH 1-17 (m/z=2093,087) et ACTH 18-39 (m/z=2465,199)). 
Les masses des peptides mono isotopiques ont ete automatiquement annot6es grace au 
programme Flexanalysis 2.0. 

Les spectres MS/MS ont 6te obtenus par Tanalyse des ions metastables obtenus 
par "Laser-Induced Decomposition" (LID) d'un precurseur ioniques sectionne, sans 
collision additionnelle en phase gazeuse. Le precurseur ionique a ete accel6re a 8kV et a 
6te s61ectionn6 grSce k une trappe a ions a selection temporelle. Les fragments ont 6te 
par la suite acceleres k 19 kV dans la cellule LIFT et leurs masses mesurees apr&s leurs 
passages sur le reflecteur ionique. 

Le sequen^age de novo de chacun de ces spectres MS/MS a 6te effectue avec le 
programme Full DeNovo Sequencing program (Biotools, Bruker Daltonik GmbH, 
Br&me, Allemagne). 

NanoLC-MS/MS 

L'analyse NanoLC-MS/MS a ete effectuee en utilisant un CapLC (Waters, 
Manchester, G.B.) coupl6 a un spectrom^tre de masse "temps de vol" accelere par un 
quadripole hybride orthogonal Q-TOF H ((Micromass, Manchester, G.B.). La 
separation par chromatographic en phase inverse a ete effectuSe avec des capillaires 
(Pepmap C18, 75 jxm i.d., 15 cm de long, LC Packings) sous un flux a 200 nL/min, 
maintenu constant grace a une pre-colonne de partage. La calibration a ete effectuee en 
utilisant 2pmol/^il de GFP. 
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L'acquisition des donnees de masse a 6te pilotee par le programme MassLynx 
(Micromass, Manchester, G.B.) qui bascule automatiquement entre le mode MS et le 
mode MS/MS. 

Les spectres MS/MS generes ont ete individuellement sequences de novo afin 
d'obtenir la sequence partielle ou complete. Ces interpretations ont et6 r6alis6es en 
utilisant le programme PepSeq (MassLynx, Micromass) et le programme PEAKS 
Studio (Bioinformatics Solutions, Waterloo, Canada) qui sont capables de traiter 
completement un fichier .pkl avec un sequen9age de novo automatique sur chaque 
spectre MS/MS. 

Fixation du phosphate 

La fixation du phosphate par la prot&ne de Pinvention SEQ ID NO : 2 a ete mise 
en evidence selon le test suivant : 

On depose 200 nl de la prot&ne de Pinvention SEQ ID NO : 2 (colonnes A-F de 
la Figure 3), ou du lysozyme 1 mg/ml (colonne G) ou de la placto-globuline sur 
nitrocellulose (dot blot par aspiration). 

L'ensemble est incub6 pendant 2 h 30 dans un melange comprenant : tris 50 mM ; 
pH 8,0 ; 32 P (10 mCi/ml) 2 mM. 

On effectue ensuite un rin9age 2 fois pendant 1 minute avec du tris 50 mM a pH 
8,0, puis on expose P ensemble k temperature ambiante pendant 45 minutes. 

On constate alors (voir Figure 3) que la prot&ne de Pinvention a fix6 le phosphate 
radioactif (colonnes A a F), alors que les t6moins tests ne Pont pas fixee (colonnes G et 
H). 

Role et utilisation de la prot6ine SEP ID NO : 2 

Pour doser la concentration de cette proteine dans le plasma les methodes 
utilisables sont : 

- les methodes electrophor6tiques, 

- la purification de la proteine, 

- la quantification de son activite, 

- Timmunodosage de la proline en utilisant des anticorps 
polyclonaux/monoclonaux dirig6 contre la proteine. 
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Association avec la paraoxonase 
Electrophorese bidimensionnelle 

Les proteines purifiees (40 ^g) comme dans le protocole decrit precedemment 
sont melangees a 100 ^iL d'une solution contenant 9,8 M d'urSe, 4% (v/v) triton XI 00, 
2 mM tributyl phosphine, 0,2 % (v/v) d'ampholine 3-10 (Bio-Lytes 3 -10 ; Bio-Rad), et 
0,001% (m/v) de bleu de bromophenol. Des bandelettes (IPG-Strips ; Bio-Rad) de gel 
de polyacrylamide (T : 4 % ; C : 3 %) pretes k l'emploi sont utilisees. Des ampholines 
ont 6t6 fix6es de maniere covalente au polyacrylamide de sorte d' avoir un gradient 
lineaire de pH pr6-etabli. Le gradient de pH utilise est entre 3,0 et 10,0. 

1. Isoelectrofocation (IEF) 

Les bandelettes sont placees en contact avec les echantillons proteiques dans 
l'appareil Protean IEF Cell (Bio-Rad) et rehydratees activement (50 V constant) 
pendant 15 heures a 20°C. L'isoelectrofocalisation est ensuite realisee en 3 etapes a 
20°C. Premierement un faible voltage de 250 V est applique pendant 15 minutes; 
deuxiemement, une montee en gradient de 250 a 4000 V (amperage limite par 
bandelette a 50 \iA) est programm^e sur 2 h. Troistemement, le voltage est maintenu 
constant a 4000 V pendant 4 heures. Apres migration, les bandelettes sont conserves k 
-20 °C. 

D'apres le protocole de purification pr6c6dent, la proteine HPBP de l'invention est 
co-purifiee avec la paraoxonase humaine (PON)(Fokine et al., 2003). En faisant un gel 
bidimensionnel avec le protocole ci-dessus, 2 spots ont ete identifies par s^quenpage N- 
terminal comme etant respectivement la proteine de Pinvention HPBP et la paraoxonase 
humaine (voir Figure 4). Les deux prot6ines ont approximativement la meme masse 
moleculaire (environ 40 kDa) et des points isoSlectriques distincts, 6.9-8.5 pour HPBP 
et 4-5 pour la PON1. En tenant compte du fait qu41 a fallu utiliser des conditions 
drastiques pour reussir a separer sur gel les 2 proteines (9M d'uree et 4% de triton)et que 
les 2 proteines qui ont des points iso61ectriques tres diffSrents restent co-purifiees apres 
le passage dans une colonne echangeuse d'anion (DEAE sepharose), on conclut qu'elles 
sont associees en formant un complexe. 
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REVINDICATIONS 

1. Proteine caracteris6e en ce qu'elle comprend ou est constitute par : 
5 - la sequence SEQ ID NO : 1, 

- ou toute sequence d6riv6e de la sequence SEQ ID NO : 1, notamment par 
substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, sous reserve que 
ladite sequence derivte se lie au phosphate, 

- ou toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 1, ayant de 
10 preference une homologie d'au moins environ 80% avec la sequence SEQ ID NO : 1, 

sous reserve que ladite sequence homologue se lie au phosphate, 

- ou tout fragment d'une des sequences dtfinies ci-dessus, sous reserve que ledit 
fragment se lie au phosphate, notamment tout fragment etant constituS d'au moins 
environ 20 acides amines contigus dans la sequence SEQ ID NO : 1. 

15 

2. Proteine selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle comprend ou est 
constitute par : 

- la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, 

- ou toute sequence dtrivee de la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, 
20 notamment par substitution, suppression ou addition d'un ou plusieurs acides amines, 

sous reserve que ladite sequence dtrivee se lie au phosphate, 

- ou toute sequence homologue de la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID 
NO : 3, ayant de preference une homologie d'au moins environ 80% avec la sequence 
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, sous reserve que ladite sequence homologue se lie 

25 au phosphate, 

- ou tout fragment d'une des sequences defmies ci-dessus, sous reserve que ledit 
fragment se lie au phosphate, notamment tout fragment etant constitue d'au moins 
environ 20 acides amines contigus dans la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3. 

30 3. Sequence nucltotidique codant pour une proteine telle que definie dans la 

revendication 1 ou 2. 

4. Vecteur recombinant, notamment plasmide, cosmide, phage ou ADN de 
virus, contenant une sequence nucleotidique selon la revendication 3. 
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5. Vecteur recombinant selon la revendication 4, contenant les elements 
necessaires k Texpression dans une cellule hote des polypeptides codes par une 
sequence nucleotidique selon la revendication 3, ins6r&> dans ledit vecteur. 

6. Cellule h6te, choisie notamment parmi les bacteries, les levures, les cellules 
de champignons, les cellules de plantes ou les cellules de mammiferes, ladite cellule 
hote 6tant transform^ a l'aide d'un vecteur recombinant selon Tune des revendications 
4ou 5. 

7. Composition pharmaceutique comprenant k titre de substance active une 
proteine selon la revendication 1 ou 2, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

8. Composition pharmaceutique selon la revendication 7, comprenant a titre de 
substance active une proteine representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID 
NO : 3. 

9. Composition pharmaceutique selon la revendication 8, dans laquelle la 
proteine telle que definie dans la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ED NO : 2 ou 
SEQ ID NO : 3, est en association avec un variant de la proline paraoxonase, 
notamment SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID 
NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 ou SEQ ID NO: 11. 

10. Utilisation d'une proteine selon la revendication 1 ou 2, notamment de la 
proteine representee par la sequence SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, pour la 
preparation d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de rarthrite ou de 
maladies liees a une hyperphosphatemia telles que les maladies cardiovasculaires, ou, 
en association avec un variant de la proteine paraoxonase, notamment SEQ ED NO : 4, 
SEQ ID NO : 5, SEQ ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ 
ID NO : 10 ou SEQ ID NO : 11, dans le cadre de la prophylaxie ou du traitement des 
intoxications provoquees par des insecticides ou des agents neurotoxiques tels que le 
soman, le VX, le sarin ou le tabun, ou dans le cadre du traitement de Fatherosclerose. 
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11. Produit de combinaison comprenant au moins une proline selon la 
revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ED NO : 3, et au moins un 
variant de la proteine paraoxonase, notamment SEQ ID NO : 4, SEQ ID NO : 5, SEQ 
ID NO : 6, SEQ ID NO : 7, SEQ ID NO : 8, SEQ ID NO : 9, SEQ ID NO : 10 ou SEQ 
ID NO : 1 1 , pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps destine a la 
prophylaxie ou au traitement des intoxications provoqu6es par des insecticides ou des 
agents neurotoxiques tels que le soman, le VX, le sarin ou le tabun. 

12. Methode de dosage de la prot&ne selon la revendication 1 ou 2, notamment 
SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, caracterisee en ce qu'elle comprend les Stapes 
suivantes : 

- des anticorps monoclonaux de lapin dirige contre differents 6pitopes de la 
proteine selon la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, 
sont fix6s sur une plaque et le serum humain k analyser contenant ladite proteine est 
depose sur la plaque susmentionnSe, 

- la plaque est rinc6e et lavee, 

- on depose sur ladite plaque des anticorps anti-anticorps de lapin marques avec 
de la peroxydase durant 30 minutes, afin de former un complexe ternaire entre un 
anticorps monoclonal de lapin, ladite proline et un anticorps anti-anticorps de lapin 
susmentionnes, 

- la plaque est rincee et lavee, 

- on fait reagir la peroxydase fix6e sur la plaque avec son substrat et la reaction 
est arretSe au bout de 30 minutes avec la 3,3\5,5'-tetramethylbenzidine, 

- la densite optique du produit form6 a P6tape precedente est mesuree a 450 nm 
a l'aide d'un spectrophotometre, et la comparaison de cette mesure avec une courbe 
etalon permet de determiner la concentration de la proteine selon la revendication 1 ou 
2, notamment SEQ ID NO : 2 ou SEQ ID NO : 3, presente dans le serum. 

13. Application de la methode de dosage selon la revendication 12 

au diagnostic in vitro de maladies liees a une hyperphosphatemie notamment 
lorsque la quantite de proline selon la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 
ou SEQ ID NO : 3, dosee selon la methode de la revendication 12, est inferieure a la 
quantite de cette proteine normalement presente dans le sang d'un individu sain, ou 
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au diagnostic in vitro de maladies liees k une hypophosphatemia notamment 
lorsque la quantite de proline selon la revendication 1 ou 2, notamment SEQ ID NO : 2 
ou SEQ ID NO : 3, dos£e selon la methode de la revendication 12, est sup6rieure k la 
quantity de cette proteine normalement presente dans le sang d'un individu sain, ou 

au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu a de telles pathologies. 

14, Application selon la revendication 13 au diagnostic in vitro de maladies 
li£es a une hyperphosphat£mie telles que les maladies cardiovasculaires, notamment les 
maladies cardiovasculaires liees a la formation de plaques d'atheromes, ou au 
diagnostic in vitro d'une predisposition d'un individu au developpement d'une des 
maladies susmentionnees. 

15. Application selon la revendication 14 au diagnostic in vitro de maladies 
li£es a une hypophosphatemia ou au diagnostic in vitro d'une predisposition d'un 
individu au developpement de ces maladies. 
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23.105 14.793 30.960 1.00 17.17 A 

23.773 13.529 30.418 1.00 20.37 A 

24.331 13.802 29.157 1.00 27.40 A 

21.886 14.359 31.750 1.00 21.46 A 

20.885 13.975 31.161 1.00 25.54 A 

21.949 14.417 33.070 1.00 18.37 A 

20.803 13.983 33.849 1.00 22.61 A 

21.230 13.049 34.996 1.00 23.45 A 

22.055 11.887 34.443 1.00 28.56 A 
22.004 13.831 36.041 1.00 29.85 A 
20.002 15.133 34.436 1.00 20.13 A 

19.056 14.907 35.193 1.00 19.13 A 
20.367 16.365 34.092 1.00 17.82 A 
19.628 17.503 34.621 1.00 12.10 A 
20.345 18.816 34.305 1.00 9.61 A 
19.448 20.009 34.655 1.00 9.95 A 
21.661 18.870 35.110 1.00 9.60 A 
18.257 17.470 33.946 1.00 10.93 A 
18.154 17.543 32.719 1.00 12.34 A 
17.185 17.372 34.746 1.00 12.49 A 
17.178 17.349 36.227 1.00 15.54 A 
15.823 17.321 34.204 1.00 12.14 A 
14.992 16.881 35.415 1.00 18.68 A 
15.705 17.553 36.556 1.00 20.90 A 
15.326 18.629 33.592 1.00 13.33 A 
15.719 19.704 34.025 1.00 11.59 A 
14.462 18.517 32.583 1.00 10.89 A 
13.906 19.697 31.899 1.00 14.89 A 
13.190 19.272 30.612 1.00 14.36 A 
14.033 18.724 29.470 1.00 23.33 A 
13.132 18.115 28.388 1.00 17.91 A 
14.860 19.854 28.927 1.00 21.86 A 
12.868 20.354 32.782 1.00 14.14 A 
12.313 19.715 33.667 1.00 13.00 A 
12.598 21.646 32.570 1.00 16.56 A 
13.154 22.620 31.613 1.00 18.10 A 
11.576 22.260 33.421 1.00 16.86 A 
11.753 23.752 33.137 1.00 16.37 A 
12.147 23.764 31.698 1.00 22.55 A 
10.239 21.709 32.911 1.00 14.68 A 
10.136 21.357 31.743 1.00 14.32 A 

9.234 21.605 33.776 1.00 13.42 A 

7.943 21.085 33.344 1.00 16.60 A 

6.994 20.952 34.539 1.00 20.02 A 

7.343 22.011 32.292 1.00 16.04 A 

7.480 23.235 32.377 1.00 14.70 A 

6.664 21.426 31.309 1.00 15.42 A 

6.050 22.206 30.239 1.00 12.74 A 

5.248 21.287 29.308 1.00 19.88 A 

5.149 23.329 30.747 1.00 15.82 A 

5.247 24.461 30.264 1.00 17.34 A 

4.284 23.037 31.721 1.00 13.78 A 

3.370 24.071 32.242 1.00 15.17 A 

2.464 23.478 33.363 1.00 15.42 A 

4.057 25.333 32.772 1.00 15.06 A 

3.437 26.398 32.838 1.00 13.78 A 

5.320 25.212 33.175 1.00 13.85 . A 

6.057 26.343 33.733 1.00 12.11 A 

6.987 25.895 34.873 1.00 13.94 A 

6.253 25.239 36.028 1.00 23.25 A 

5.175 25.676 36.425 1.00 21.92 A 

6.856 24.200 36.592 1.00 19.37 A 

6.969 27.039 32.730 1.00 12.06 A 

7.662 27.965 33.100 1.00 13.88 A 

6.980 26.600 31.483 1.00 10.11 A 

7.933 27.162 30.534 1.00 12.44 A 

8.029 26.254 29.306 1.00 10.57 A 

8.746 24.945 29.675 1.00 12.04 A 

8.892 23.924 28.540 1.00 9.95 A 

9.275 22.637 29.124 1.00 14.76 A 

9.533 21.530 28.439 1.00 14.94 A 

9.477 21.543 27.118 1.00 16.59 A 

9.782 20.387 29.084 1.00 12.17 A 

7.785 28.629 30.168 1.00 13.15 A 

8.658 29.207 29.505 1.00 13.32 A 

6.711 29.240 30.663 1.00 11.13 A 
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Xaa lie Xaa Gly Gly Gly Ala Thr Leu Pro Xaa Lys Leu Tyr Leu Thr 
15 10 15 
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Pro Asp Val Leu Thr Ala Gly Phe Ala Pro Tyr He Gly Xaa Gly Ser 
20 25 30 

Gly Lys Gly Lys He Ala Phe Leu Glu Asn Xaa Tyr Asn Gin Phe Gly 
35 40 45 

Thr Xaa Thr Thr Lys Xaa Val His Trp Ala Gly Ser Asp Ser Lys Leu 
50 55 60 

Thr Ala Xaa Xaa Leu Ala Thr Tyr Ala Ala Xaa Lys Xaa Pro Gly Trp 
65 70 75 80 

Gly Lys Leu lie Xaa Val Pro Ser Val Ala Thr Ser Val Ala He Pro 
85 90 95 

Phe Arg Lys Ala Gly Xaa Asn Ala Val Asp Leu Ser Val Lys Glu Leu 
100 105 110 

Cys Gly Val Phe Ser Gly Arg He Ala Xaa Trp Ser Gly He Thr Gly 
115 120 125 

Ala Gly Arg Ser Gly Pro He Gin Val Val Tyr Arg Ala Glu Xaa Ser 
130 135 140 

Gly Thr Thr Glu Leu Phe Thr Arg Phe Leu Asn Ala Lys Cys Thr Thr 
145 150 155 " 160 

Gin Pro Gly Thr Phe Ala Val Thr Thr Val Phe Ala Asn Ser Tyr Ser 
165 170 175 

Leu Gly Leu Ser Pro Leu Ala Gly Ala Val Ala Ala He Gly Ser Val 
180 185 190 

Gly Val Met Ala Ala Asp Asn Asp Val Thr Thr Ala Gin Gly Arg He 
195 200 205 

Thr Tyr He Ser Pro Asp Phe Ala Ala Pro Xaa Leu Ala Gly Leu Xaa 
210 215 220 

Asp Ala Thr Lys Val Ala Arg Thr Gly Lys Gly Ser Ser Ser Gly Gly 
225 230 235 240 

Gly Ala Glu Gly Lys Ser Pro Ala Ala Ala Asn Xaa Ser Ala Ala He 
245 250 255 

Ser Val Val Pro Leu Pro Ala Ala Ala Xaa Arg Gly Asp Pro Asn Val 
260 265 270 

Trp Thr Pro Val Phe Gly Ala Val Thr Gly Gly Gly Val Val Ala Tyr 
275 280 ^ 285 

Pro Asp Ser Gly Tyr Pro He Leu Gly Phe Thr Asp Leu He Phe Ser 
290 295 300 

Glu Cys Tyr Ala Asn Ala Thr Gin Thr Gly Gin Val Arg Asn Phe Phe 
305 310 315 320 



Thr Lys His Tyr Gly Thr Ser Ala Asn Asp Asn Ala Ala He Gin Ala 
325 330 335 
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Asn Ala Phe Val Pro Leu Pro Ser Asn Trp Lys Ala Ala Val Arg Ala 
340 345 350 

Ser Tyr Leu Thr Ala Ser Asn Ala Leu Ser He Gly Asp Ser Ala Val 
355 360 365 

Cys Gly Gly Lys Gly Arg Pro Glu 
370 375 



<210> 2 

<211> 376 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Asp He Asn Gly Gly Gly Ala Thr Leu Pro Gin Lys Leu Tyr Leu Thr 
1 5 10 15 

Pro Asp Val Leu Thr Ala Gly Phe Ala Pro Tyr He Gly Val Gly Ser 
20 25 30 

Gly Lys Gly Lys He Ala Phe Leu Glu Asn Lys Tyr Asn Gin Phe Gly 
35 40 45 

Thr Asp Thr Thr Lys Asn Val His Trp Ala Gly Ser Asp Ser Lys Leu 
50 55 60 

Thr Ala Thr Glu Leu Ala Thr Tyr Ala Ala Asp Lys Glu Pro Gly Trp 
65 70 75 80 

Gly Lys Leu He Gin Val Pro Ser Val Ala Thr Ser Val Ala lie Pro 
85 90 95 

Phe Arg Lys Ala Gly Ala Asn Ala Val Asp Leu Ser Val Lys Glu Leu 
100 105 110 

Cys Gly Val Phe Ser Gly Arg He Ala Asp Trp Ser Gly He Thr Gly 
115 120 " ~ 125 

Ala Gly Arg Ser Gly Pro He Gin Val Val Tyr Arg Ala Glu Ser Ser 
130 135 140 

Gly Thr Thr Glu Leu Phe Thr Arg Phe Leu Asn Ala Lys Cys Thr Thr 
145 150 155 160 

Gin Pro Gly Thr Phe Ala Val Thr Thr Val Phe Ala Asn Ser Tyr Ser 
165 170 175 

Leu Gly Leu Ser Pro Leu Ala Gly Ala Val Ala Ala He Gly Ser Val 
180 185 190 

Gly Val Met Ala Ala Asp Asn Asp Val Thr Thr Ala Gin Gly Arg He 
195 200 205 

Thr Tyr He Ser Pro Asp Phe Ala Ala Pro Thr Leu Ala Gly Leu Asp 
210 215 220 

Asp Ala Thr Lys Val Ala Arg Thr Gly Lys Gly Ser Ser Ser Gly Gly 
225 230 235 240 
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Gly Ala Glu Gly Lys Ser Pro Ala Ala Ala Asn Val Ser Ala Ala lie 
245 250 255 

Ser Val Val Pro Leu Pro Ala Ala Ala Asp Arg Gly Asp Pro Asn Val 
260 265 * 270 

Trp Thr Pro Val Phe Gly Ala Val Thr Gly Gly Gly Val Val Ala Tyr 
275 280 " " 285 

Pro Asp Ser Gly Tyr Pro lie Leu Gly Phe Thr Asp Leu lie Phe Ser 
290 295 300 

Glu Cys Tyr Ala Asn Ala Thr Gin Thr Gly Gin Val Arg Asn Phe Phe 
305 310 315 320 

Thr Lys His Tyr Gly Thr Ser Ala Asn Asp Asn Ala Ala lie Gin Ala 
325 330 335 

Asn Ala Phe Val Pro Leu Pro Ser Asn Trp Lys Ala Ala Val Arg Ala 
340 345 350 

Ser Tyr Leu Thr Ala Ser Asn Ala Leu Ser lie Gly Asp Ser Ala Val 
355 360 365 

Cys Gly Gly Lys Gly Arg Pro Glu 
370 375 



<210> 3 

<211> 376 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ser lie Asp Gly Gly Gly Ala Thr Leu Pro Glu Lys Leu Tyr Leu Thr 
1 5 10 15 

Pro Asp Val Leu Thr Ala Gly Phe Ala Pro Tyr lie Gly Thr Gly Ser 
20 25 30 

Gly Lys Gly Lys lie Ala Phe Leu Glu Asn Ser Tyr Asn Gin Phe Gly 
35 40 45 

Thr Asn Thr Thr Lys Asp Val His Trp Ala Gly Ser Asp Ser Lys Leu 
50 55 60 

Thr Ala Ser Gin Leu Ala Thr Tyr Ala Ala Asn Lys Gin Pro Gly Trp 
65 70 75 80 

Gly Lys Leu lie Glu Val Pro Ser Val Ala Thr Ser Val Ala He Pro 
85 90 95 

Phe Arg Lys Ala Gly Gly Asn Ala Val Asp Leu Ser Val Lys Glu Leu 
100 105 110 

Cys Gly Val Phe Ser Gly Arg He Ala Asn Trp Ser Gly He Thr Gly 
115 120 125 

Ala Gly Arg Ser Gly Pro lie Gin Val Val Tyr Arg Ala Glu Val Ser 
130 135 140 
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Gly Thr Thr Glu Leu Phe Thr Arg Phe Leu Asn Ala Lys Cys Thr Thr 
145 150 155 160 

Gin Pro Gly Thr Phe Ala Val Thr Thr Val Phe Ala Asn Ser Tyr Ser 
165 170 175 

Leu Gly Leu Ser Pro Leu Ala Gly Ala Val Ala Ala lie Gly Ser Val 
180 185 190 

Gly Val Met Ala Ala Asp Asn Asp Val Thr Thr Ala Gin Gly Arg lie 
195 200 205 

Thr Tyr He Ser Pro Asp Phe Ala Ala Pro Ser Leu Ala Gly Leu Asn 
210 215 220 

Asp Ala Thr Lys Val Ala Arg Thr Gly Lys Gly Ser Ser Ser Gly Gly 
225 230 235 240 

Gly Ala Glu Gly Lys Ser Pro Ala Ala Ala Asn Ser Ser Ala Ala He 
245 250 255 

Ser Val Val Pro Leu Pro Ala Ala Ala Asn Arg Gly Asp Pro Asn Val 
260 265 ~ & 270 

Trp Thr Pro Val Phe Gly Ala Val Thr Gly Gly Gly Val Val Ala Tyr 
275 280 285 

Pro Asp Ser Gly Tyr Pro He Leu Gly Phe Thr Asp Leu He Phe Ser 
290 295 300 

Glu Cys Tyr Ala Asn Ala Thr Gin Thr Gly Gin Val Arg Asn Phe Phe 
305 310 315 320 

Thr Lys His Tyr Gly Thr Ser Ala Asn Asp Asn Ala Ala He Gin Ala 
325 330 335 

Asn Ala Phe Val Pro Leu Pro Ser Asn Trp Lys Ala Ala Val Arg Ala 
340 345 350 

Ser Tyr Leu Thr Ala Ser Asn Ala Leu Ser He Gly Asp Ser Ala Val 
355 360 365 

Cys Gly Gly Lys Gly Arg Pro Glu 
370 375 



<210> 4 

<211> 355 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

Met Ala Lys Leu He Ala Leu Thr Leu Leu Gly Met Gly Leu Ala Leu 
15 10 15 

Phe Arg Asn His Gin Ser Ser Tyr Gin Thr Arg Leu Asn Ala Leu Arg 
20 25 30 



Glu Val Gin Pro Val Glu Leu Pro Asn Cys Asn Leu Val Lys Gly He 
35 40 45 
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Glu Thr Gly Ser Glu Asp Met Glu lie Leu Pro Asn Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

lie Ser Ser Gly Leu Lys Tyr Pro Gly lie Lys Ser Phe Asn Pro Asn 
65 70 75 80 

Ser Pro Gly Lys lie Leu Leu Met Asp Leu Asn Glu Glu Asp Pro Thr 
85 90 95 

Val Leu Glu Leu Gly lie Thr Gly Ser Lys Phe Asp Val Ser Ser Phe 
100 105 110 

Asn Pro His Gly lie Ser Thr Phe Thr Asp Glu Asp Asn Ala Met Tyr 
115 120 125 

Leu Leu Val Val Asn His Pro Asp Ala Lys Ser Thr Val Glu Leu Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Glu Glu Lys Ser Leu Leu His Leu Lys Thr lie Arg 
145 150 155 160 

His Lys Leu Leu Pro Asn Leu Asn Asp lie Val Ala Val Gly Pro Glu 
165 170 175 

His Phe Tyr Gly Thr Asn Asp His Tyr Phe Leu Asp Pro Tyr Leu Gin 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met Tyr Leu Gly Leu Ala Trp Ser Tyr Val Val Tyr Tyr 
195 200 " 205 

Ser Pro Ser Glu Val Arg Val Val Ala Glu Gly Phe Asd Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly lie Asn lie Ser Pro Asp Gly Lys Tyr Val Tyr lie Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys lie His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Ser Leu Asp Phe Asn Thr Leu Val Asp Asn lie Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Glu Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 

Met Lys lie Phe Phe Tyr Asp Ser Glu Asn Pro Pro Ala Ser Glu Val 
290 295 '300 

Leu Arg lie Gin Asn lie Leu Thr Glu Glu Pro Lys Val Thr Gin Val 
305 310 315 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Ser Thr Val Ala Ser Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Leu Leu He Gly Thr Val Phe His Lys Ala Leu Tyr 
340 345 350 

Cys Glu Leu 
355 
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<210> 5 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

Met Gly Ala Trp Val Gly Cys Gly Leu Ala Gly Asp Arg Ala Gly Phe 
1 5 10 15 

Leu Gly Glu Arg Leu Leu Ala Leu Arg Asn Arg Leu Lys Ala Ser Arg 
20 25 30 

Glu Val Glu Ser Val Asp Leu Pro His Cys His Leu He Lys Gly He 
35 40 45 

Glu Ala Gly Ser Glu Asp He Asp He Leu Pro Asn Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

Phe Ser Val Gly Leu Lys Phe Pro Gly Leu His Ser Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Gly lie Leu Met Met Asp Leu Lys Glu Glu Lys Pro Arg 
85 90 95 

Ala Arg Glu Leu Arg He Ser Arg Gly Phe Asp Leu Ala Ser Phe Asn 
100 105 110 

Pro His Gly He Ser Thr Phe He Asp Asn Asp Asp Thr Val Tyr Leu 
115 120 125 

Phe Val Val Asn His Pro Glu Phe Lys Asn Thr Val Glu He Phe Lys 
130 135 140 

Phe Glu Glu Ala Glu Asn Ser Leu Leu His Leu Lys Thr Val Lys His 
145 150 155 " 160 

Glu Leu Leu Pro Ser Val Asn Asp He Thr Ala Val Gly Pro Ala His 
165 170 175 

Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe Ser Asp Pro Phe Leu Lys Tyr 
180 185 ^ 190 

Leu Glu Thr Tyr Leu Asn Leu His Trp Ala Asn Val Val Tyr Tyr Ser 
195 200 205 

Pro Asn Glu Val Lys Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Ser Ala Asn Gly 
210 215 220 

He Asn He Ser Pro Asp Asp Lys Tyr He Tyr Val Ala Asp lie Leu 
225 230 235 240 

Ala His Glu lie His Val Leu Glu Lys His Thr Asn Met Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Leu Lys Val Leu Glu Leu Asp Thr Leu Val Asp Asn Leu Ser He 
260 265 270 



Asp Pro Ser Ser Gly Asp lie Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly Gin 
275 280 285 
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Lys Leu Phe Val Tyr Asp Pro Asn Asn Pro Pro Ser Ser Glu Val Leu 
290 295 300 

Arg lie Gin Asn lie Leu Cys Glu Lys Pro Thr Val Thr Thr Val Tyr 
305 310 315 320 

Ala Asn Asn Gly Ser Val Leu Gin Gly Ser Ser Val Ala Ser Val Tyr 
325 330 335 

Asp Gly Lys Leu Leu lie Gly Thr Leu Tyr His Arg Ala Leu Tyr Cys 
340 345 350 

Glu Leu 



<210> 6 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

Met Gly Lys Leu Val Ala Leu Val Leu Leu Gly Val Gly Leu Ser Leu 
15 10 15 

Val Gly Glu Met Phe Leu Ala Phe Arg Glu Arg Val Asn Ala Ser Arg 
20 25 30 

Glu Val Glu Pro Val Glu Pro Glu Asn Cys His Leu lie Glu Glu Leu 
35 40 45 

Glu Ser Gly Ser Glu Asp lie Asp lie Leu Pro Ser Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

He Ser Ser Gly Leu Lys Tyr Pro Gly Met Pro Asn Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Glu Pro Gly Lys He Phe Leu Met Asp Leu Asn Glu Gin Asn Pro Arg 
85 90 95 

Ala Gin Ala Leu Glu He Ser Gly Gly Phe Asp Lys Glu Leu Phe Asn 
100 105 " 110 

Pro His Gly He Ser He Phe He Asp Lys Asp Asn Thr Val Tyr Leu 
115 120 " 125 

Tyr Val Val Asn His Pro His Met Lys Ser Thr Val Glu He Phe Lys 
130 135 140 

Phe Glu Glu Gin Gin Arg Ser Leu Val Tyr Leu Lys Thr He Lys His 
145 150 155 160 

Glu Leu Leu Lys Ser Val Asn Asp He Val Val Leu Gly Pro Glu Gin 
165 170 175 

Phe Tyr Ala Thr Arg Asp His Tyr Phe Thr Asn Ser Leu Leu Ser Phe 
180 185 190 



Phe Glu Met He Leu Asp Leu Arg Trp Thr Tyr Val Leu Phe Tyr Ser 
195 200 205 
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Pro Arg Glu Val Lys Val Val Ala Lys Gly Phe Cys Ser Ala Asn Gly 

210 215 220 

He Thr Val Ser Ala Asp Gin Lys Tyr Val Tyr Val Ala Asp Val Ala 
225 230 235 240 

Ala Lys Asn He His He Met Glu Lys His Asp Asn Trp Asp Leu Thr 
245 250 * 255 

Gin Leu Lys Val He Gin Leu Gly Thr Leu Val Asp Asn Leu Thr Val 
260 265 270 

Asp Pro Ala Thr Gly Asp He Leu Ala Gly Cys His Pro Asn Pro Met 
275 280 285 

Lys Leu Leu Asn Tyr Asn Pro Glu Asp Pro Pro Gly Ser Glu Val Leu 
290 295 300 

Arg He Gin Asn Val Leu Ser Glu Lys Pro Arg Val Ser Thr Val Tyr 
305 310 315 320 

Ala Asn Asn Gly Ser Val Leu Gin Gly Thr Ser Val Ala Ser Val Tyr 
325 330 335 

His Gly Lys He Leu He Gly Thr Val Phe His Lys Thr Leu Tyr Cys 

340 345 350 

Glu Leu 



<210> 7 

<211> 359 

<212> PRT 

<213> Oryctolagus cuniculus 



<400> 7 

Met Ala Lys Leu Thr Ala Leu Thr 
1 5 

Phe Asp Gly Gin Lys Ser Ser Phe 
20 



Leu Leu Gly Leu Gly Leu Ala Leu 
10 15 

Gin Thr Arg Phe Asn Val His Arg 
25 30 



Glu Val Thr Pro Val Glu Leu Pro Asn Cys Asn Leu Val Lys Gly He 
35 40 45 

Asp Asn Gly Ser Glu Asp Leu Glu He Leu Pro Asn Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

lie Ser Ala Gly Leu Lys Tyr Pro Gly He Met Ser Phe Asp Pro Asp 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Lys He Leu Leu Met Asp Leu Asn Glu Lys Asp Pro Val 
85 90 95 

Val Leu Glu Leu Ser He Thr Gly Ser Thr Phe Asp Leu Ser Ser Phe 
100 105 110 



Asn Pro His Gly He Ser Thr Phe Thr Asp Glu Asp Asn lie Val Tyr 
115 120 125 
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Leu Met Val Val Asn His Pro Asp Ser Lys Ser Thr Val Glu Leu Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Lys Glu Lys Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Arg 
145 150 155 160 

His Lys Leu Leu Pro Ser Val Asn Asp He Val Ala Val Gly Pro Glu 
165 170 175 

His Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe He Asp Pro Tyr Leu Lys 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met His Leu Gly Leu Ala Trp Ser Phe Val Thr Tyr Tyr 
195 200 205 

Ser Pro Asn Asp Val Arg Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly He Asn He Ser Pro Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys lie His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Ser Leu Asp Phe Asn Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Val Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 

Met Arg He Phe Tyr Tyr Asp Pro Lys Asn Pro Pro Ala Ser Glu Val 
290 295 300 

Leu Arg He Gin Asp He Leu Ser Lys Glu Pro Lys Val Thr Val Ala 
305 310 315 " 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Ser Thr Val Ala Ala Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Met Leu Val Giy Thr Val Phe His Lys Ala Leu Tyr 
340 345 ^ 350 

Cys Glu Leu Ser Gin Ala Asn 
355 



<210> 8 

<211> 355 

<212> PRT 

<213> Rattus rattus 

<400> 8 

Met Ala Lys Leu Leu Gly Leu Thr Leu Val Gly Leu Val Leu Ala Leu 
1 5 10 15 

Tyr Lys Asn His Arg Ser Ser Tyr Gin Thr Arg Leu Asn Ala Phe Arg 
20 25 30 



Glu Val Thr Pro Val Asp Leu Pro Asn Cys Thr Leu Val Lys Gly He 
35 40 45 
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Glu Ala Gly Ala Glu Asp Leu Glu lie Leu Pro Asn Gly Leu Thr Phe 
50 55 60 

Phe Ser Thr Phe Leu Lys Tyr Pro Gly He Lys Ser Phe Asp Pro Ser 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Lys He Leu Leu Met Asp Leu Asn Glu Lys Glu Pro Ala 
85 90 95 

Val Ser Glu Leu Ala He Met Gly Asn Thr Leu Asp Met Ser Ser Phe 
100 105 110 

Asn Pro His Gly He Ser Thr Phe He Asp Glu Asp Asn Thr Val Tyr 
115 120 125 

Leu Leu Val Val Ser His Pro Asp Ser Ser Ser Thr Val Glu Val Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Glu Glu Arg Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Thr 
145 150 155 160 

His Glu Leu Leu Pro Ser He Asn Asp He Ala Ala Val Gly Pro Glu 
165 170 " 175 

Ser Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe Ala Asp Pro Tyr Leu Arg 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met Tyr Leu Gly Leu Ser Trp Ser Asn Val Val Tyr Tyr 
195 200 205 

Ser Pro Asp Lys Val Arg Val Val Ala Asp Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly He Gly He Ser Leu Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 235 240 

Leu Ala His Lys He His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Val Leu Ser Phe Asp Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Val Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 

Met Arg He Phe Phe Tyr Asp Ser Glu Asn Pro Pro Gly Ser Glu Val 
290 . 295 300 

Leu Arg He Gin Ser lie Leu Ser Glu Asp Pro Lys Val Thr Val Val 
305 310 315 " 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Thr Thr Val Ala Ala Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Leu Leu He Gly Thr Val Phe His Arg Ala Leu Cys 
340 345 350 



Cys Tyr Leu 
355 
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<210> 9 

<211> 355 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 9 

Met Ala Lys Leu Leu Ala Leu Thr Leu Val Gly Leu Val Leu Ala Leu 
15 10 15 

Tyr Lys Asn His Arg Ser Ser Tyr Gin Thr Arg Leu Asn Ala Phe Arg 
20 25 30 

Glu Val Thr Pro Val Glu Leu Pro Asn Cys Asn Leu Val Lys Gly He 
35 40 " 45 

Glu Thr Gly Ala Glu Asp Leu Glu He Leu Pro Asn Gly Leu Thr Phe 
50 55 60 

Phe Ser Thr Gly Leu Lys Tyr Pro Gly He Lys Ser Phe Asp Pro Ser 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Lys He Leu Leu Met Asp Leu Asn Lys Lys Glu Pro Ala 
85 90 95 

Val Ser Glu Leu Glu He He Gly Asn Thr Leu Asp He Ser Ser Phe 
100 105 110 

Asn Pro His Gly He Ser Thr Phe Thr Asp Glu Asp Asn Thr Val Tyr 
115 120 * 125 

Leu Leu Val Val Asn His Pro Asp Ser Ser Ser Thr Val Glu Val Phe 
130 135 140 

Lys Phe Gin Glu Glu Glu Arg Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Thr 
145 150 155 160 

His Glu Leu Leu Pro Ser He Asn Asp lie Ala Ala He Gly Pro Glu 
165 170 175 

Ser Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe Ala Asp Pro Tyr Leu Arg 
180 185 190 

Ser Trp Glu Met Tyr Leu Gly Leu Ser Trp Ser Asn Val Val Tyr Tyr 
195 200 205 

Ser Pro Asp Lys Val Gin Val Val Ala Glu Gly Phe Asp Phe Ala Asn 
210 215 220 

Gly He Gly He Ser Leu Asp Gly Lys Tyr Val Tyr He Ala Glu Leu 
225 230 * 235 - 240 

Leu Ala His Lys He His Val Tyr Glu Lys His Ala Asn Trp Thr Leu 
245 250 255 

Thr Pro Leu Lys Val Leu Asn Phe Asp Thr Leu Val Asp Asn He Ser 
260 265 270 

Val Asp Pro Val Thr Gly Asp Leu Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly 
275 280 285 
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Met Arg lie Phe Phe Tyr Asp Ala Glu Asn Pro Pro Gly Ser Glu Val 
290 295 300 

Leu Arg lie Gin Asn lie Leu Ser Glu Asp Pro Lys lie Thr Val Val 
305 310 315 320 

Tyr Ala Glu Asn Gly Thr Val Leu Gin Gly Thr Thr Val Ala Ser Val 
325 330 335 

Tyr Lys Gly Lys Leu Leu lie Gly Thr Val Phe His Lys Ala Leu Tyr 
340 345 * 350 

Cys Asp Leu 
355 



<210> 10 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 10 

Met Gly Arg Met Val Ala Leu Gly Phe Ala Gly His Arg Val Ala Leu 
15 10 15 

Leu Gly Glu Arg Phe Leu Ala Leu Ser Ser Arg Leu Lys Gly Ser Arg 
20 25 " 30 

Glu Val Glu Ser Val Asp Leu Pro Asn Cys His Leu lie Lys Gly lie 
35 40 45 

Glu Thr Gly Ala Glu Asp lie Asp lie Leu Pro Asn Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

Phe Ser Val Gly Leu Lys Phe Pro Gly Leu His Ser Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Gly lie Leu Met Met Asp Leu Asp Glu Arg Pro Pro Ser 
85 90 95 

Leu Glu Glu Leu Arg Val Ser Trp Gly Phe Asp Leu Ala Ser Phe Asn 
100 105 110 

Pro His Gly He Ser Thr Phe He Asp Asp Asp Asp Thr Val Tyr Leu 
115 120 125 

Phe Val Val Asn His Pro Gin Phe Ser Asn Thr Val Glu He Phe Lys 
130 135 140 

Phe Gin Glu Ala Glu Asn Ser Leu Leu His Leu Lys Thr He Lys His 
145 150 155 ^ 160 

Glu Leu Leu Pro Ser Val Asn Asp He He Ala Val Gly Pro Ala His 
165 170 175 

Phe Tyr Ala Thr Asn Asp His Tyr Phe Ser Asp Pro Phe Leu Lys Tyr 
180 185 190 



Leu Glu Thr Tyr Leu Asn Leu His Trp Ala Asn Val Val Tyr Tyr Ser 
195 200 205 
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Pro Glu Glu Val Lys Leu Val Ala Glu Gly Phe Asp Ser Ala Asn Gly 
210 215 ' 220 

lie Asn lie Ser Pro Asp Lys Lys Tyr Val Tyr Val Ala Asp lie Leu 
225 230 235 240 

Ala His Glu lie His Val Leu Glu Lys Gin Pro Asn Met Asn Leu Thr 
245 250 255 

Gin Leu Lys Val Leu Gin Leu Gly Thr Leu Val Asp Asn Leu Ser lie 
260 265 L 270 

Asp Pro Ser Ser Gly Asp He Trp Val Gly Cys His Pro Asn Gly Gin 
275 280 285 

Arg Leu Phe Val Tyr His Pro Asn His Pro Pro Thr Ser Glu Val Leu 
290 295 300 

Arg He Gin Asn He Leu Ser Glu Lys Pro Ser Val Thr Thr Val Tyr 
305 310 315 320 

He Asn Asn Gly Ser Val Leu Gin Gly Ser Ser Val Ala Thr He Tyr 
325 330 335 

Asp Arg Lys Leu Leu Val Gly Thr Leu Tyr Gin Lys Ala Leu Tyr Cys 
340 345 ~ 350 

Glu Leu 



<210> 11 

<211> 354 

<212> PRT 

<213> Mus musculus 

<400> 11 

Met Gly Lys Leu Val Ala Leu Thr Leu Leu Gly Ala Cys Leu Ala Leu 
1 5 10 " 15 

lie Gly Glu Arg Leu Leu Asn Phe Arg Glu Arg Val Ser Thr Thr Arg 
20 25 30 

Glu He Lys Ala Thr Glu Pro Gin Asn Cys His Leu He Glu Gly Leu 
35 40 45 

Glu Asn Gly Ser Glu Asp He Asp He Leu Pro Ser Gly Leu Ala Phe 
50 55 60 

He Ser Thr Gly Leu Lys Tyr Pro Gly Met Pro Ala Phe Ala Pro Asp 
65 70 75 80 

Lys Pro Gly Arg He Phe Leu Met Asp Leu Asn Glu Gin Asn Pro Glu 
85 90 95 

Ala Gin Ala Leu Glu He Ser Gly Gly Leu Asp Gin Glu Ser Leu Asn 
100 105 110 

Pro His Gly He Ser Thr Phe He Asp Lys Asp Asn Thr Ala Tyr Leu 
115 120 125 
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Tyr Val Val Asn His Pro Asn Met Asp Ser Thr Val Glu lie Phe Lys 
130 135 140 

Phe Glu Glu Gin Gin Arg Ser Leu lie His Leu Lys Thr Leu Lys His 
145 150 155 ~ " 160 

Glu Leu Leu Lys Ser Val Asn Asp lie Val Val Leu Gly Pro Glu Gin 
165 170 175 

Phe Tyr Ala Thr Arg Asp His Tyr Phe Thr Ser Tyr Phe Leu Val Leu 
180 185 190 

Leu Glu Met lie Leu Asp Pro His Trp Thr Ser Val Val Phe Tyr Ser 
195 200 205 

Pro Lys Glu Val Lys Val Val Ala Gin Gly Phe Ser Ser Ala Asn Gly 
210 215 220 

lie Thr Val Ser Leu Asp Gin Lys Phe Val Tyr Val Ala Asp Val Thr 
225 230 235 240 

Ala Lys Asn lie His lie Met Lys Lys His Asp Asn Trp Asp Leu Thr 
245 250 255 

Pro Val Lys Val lie Gin Leu Gly Thr Leu Val Asp Asn Leu Thr Val 
260 265 270 

Asp Pro Ala Thr Gly Asp He Leu Ala Gly Cys His Pro Asn Pro Met 
275 280 285 

Lys Leu Leu He Tyr Asn Pro Glu Asp Pro Pro Gly Ser Glu Val Leu 
290 295 300 

Arg He Gin Asp Ser Leu Ser Asp Lys Pro Arg Val Ser Thr Leu Tyr 
305 310 315 320 

Ala Asn Asn Gly Ser Val Leu Gin Gly Ser Thr Val Ala Ser Val Tyr 
325 330 335 

His Lys Arg Met Leu He Gly Thr He Phe His Lys Ala Leu Tyr Cys 
340 345 350 



Asp Leu 
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